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レプリカ交換分子動力学法を用いた糖鎖質量スペクトルの予測 
Prediction of Glycan Mass Spectrum using Replica-Exchange Molecular Dynamics Method. 
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１．序論 
	 糖鎖は、単糖と呼ばれるユニットがグリコシド結合によって連なった高分子で、細胞内や細胞表面に多く存在
し、細胞分化・免疫・癌・ウイルス感染などの多様な生命現象・疾患と関わっている。生化学・遺伝学的研究に
より糖鎖機能の解析が進められている一方で、糖鎖の構造解析はタンパク質・核酸に比べ遅れをとっている。そ
の理由として糖鎖の構造多様性及び柔軟性が挙げられる。まず、構造多様性について述べる。糖鎖の最も一般的
な単糖の成分は６個の炭素原子からなるヘキソースで、ピラノース型立体配置と呼ばれる六員環構造を取ってい
る。単糖は多数のヒドロキシ基を持つため一つの単糖に２つ以上のグリコシド結合が形成され、分岐構造を取る
ことがある。また、単糖２つにより構成される二糖においても、グリコシド結合の形成位置が異なる位置異性体
を取ることが知られている。これらが糖鎖の構造多様性を生み出している。次に、柔軟性について述べる。糖鎖
残基間の立体配置は、グリコシド結合の二面角で表される。一般的なグリコシド結合は、エーテル型の結合が形
成されるため、結合間の回転自由度は（φ、Ψ）の２つである。しかし、6 位の酸素が関わる結合では、メチル
エーテル型の結合が形成されるため、結合間の回転自由度は（φ、Ψ、ω）の３つとなる。このように回転自由
度の高いグリコシド結合が糖鎖の柔軟性を生み出している。 
	 一般的な糖鎖解析法として液体クロマトグラフィー法や質量分析法、NMR(核磁気共鳴)法や X 線結晶構造解析
法が挙げられるが、前述の多様性・柔軟性により異性体分離・立体構造特定には任意性が残る場合がある。本研
究では、イオン移動度質量分析(IMMS)法とレプリカ交換分子動力学(REMD)法に着目した。まず、IMMS 法に
ついて述べる。IMMS 法は、不活性ガス中のイオンの飛行速度によって異性体を分離する。ガスによる抵抗はイ
オンの立体構造に依存するため、立体構造異性体の分離を可能にする。しかし、得られる質量スペクトルでは、
詳細な立体構造情報はわからない。次に REMD 法[1]について述べる。拡張アンサンブル法の一種である REMD
法は、複数の系のコピー（レプリカ）に対し、異なる温度で分子動力学計算を実行し、それらの温度をレプリカ
間で適切に交換する。これにより系の緩和を促進し、現実的なシミュレーション時間で様々な状態の探索を可能
にする。REMD 法は原子・分子レベルのダイナミクスを含んだ立体構造解析を可能にする。 
	 本研究では、REMD 法により得られた糖鎖立体構造に対し質量スペクトルの一種である衝突断面積を予測し、
実験の傾向と比較する。 
 
２．目的 
	 本研究の目的は、分子シミュレーションを用いた糖鎖質量スペクトルの予測プロトコルの確立である。 
 
３．先行研究 
	 計算機を用いた糖鎖の質量スペクトル予測に関して、山口、二島らによる先行研究[2]が行われている。先行研
究では、IMMS 法により分離された糖鎖異性体のモデル化合物に対し、REMD 計算を用いて、真空中糖鎖の立
体構造の違いを示した。また、シミュレーションで得られた立体構造に対して衝突断面積を計算し、実験結果と
同じ傾向を観測した。IMMS 実験では、分子はイオン化（プロトン化）・ピリジルアミノ(PA)化されている。先
行研究では、PA 化・プロトン化を考慮した分子力場が存在せず、モデル化合物を用いている。本研究では、PA
化・プロトン化を考慮した分子力場を用いたシミュレーションを行う。 
４．結果 
４．１．計算対象分子 
	 本研究では、異性体ペアを含む４種の糖鎖に着目した。分子名は G𝑥(𝑦)で表す。𝑥はガラクトースの数に対応し、𝑦はガラクトシル化部位に対応する。 
 
図 1 今回計算した糖鎖の文字表記、シンボル表記、単糖の化学構造	 
 
４．２．分子力場の開発 
４．２．１．プロトン化部位の推定 
	 IMMS 実験では２価のイオンが検出されている[2]が正確なプロトン化部位は特定できない。そこで、量子化学
(QM)計算を用いてプロトン化部位を推定した。PA 化反応によって PA 化 GlcNAc はプロトン化されており、一
つ目のプロトンは PA にあると考えられる。もう一つのプロトン化部位は、プロトン同士の静電反発をさけるた
めに、PA から離れた位置に存在すると考えられる。更に、電気陰性度の高さとプロトン化後の構造変化を考慮
し、GlcNAc のアミド基の窒素、カルボニル基の酸素がプロトン化される可能性が高いと考えた。これら２つの
部位における最適化構造とプロトン親和性を比較した。 
プロトン親和性は、プロトン化状態と中性状態における系のポテンシャルエネルギーの差として定義した。 ∆𝐸 = 𝐸プロトン化− 𝐸中性 ∆𝐸：プロトン親和性、𝐸：系のポテンシャルエネルギ  ー
 
図 2 真空中における GlcNAc の最適化構造（左：中性、中央：酸素プロトン化、右：窒素プロトン化） 
 
	 真空中における GlcNAc の最適化構造比較では、中性状態と酸素プロトン化状態で大きな構造変化が見られな
かった。一方、窒素プロトン化状態ではアミド基周辺から構造変化が見られた。 
表 1 QM 計算で得られたプロトン親和性 
プロトン化部位	 真空中	 水中（PCM）	 
酸素	 -230 kcal/mol -271 kcal/mol 
窒素	 -220 kcal/mol -262 kcal/mol 
 
	 プロトン親和性比較では、真空中・水中の両方で酸素プロトン化状態が安定であることがわかった。 
 
４．２．２．二面角パラメータの最適化 
	 本研究では、プロトン化に関わる力場パラメータに着目した。CHARMM 力場[3]の哲学のもと、化学的性質
の等しい部位は全て等しく扱い、極力既存の力場パラメータをアサインした。今回新たに作成したのはプロトン
化に関わる二面角𝜒!,𝜒!,𝜒!,𝜒!である。 
 
図 3 分子構造における二面角𝝌𝟎,𝝌𝟏,𝝌𝟐,𝝌𝟑の対応。（左：PA 化 GlcNAc、右：プロトン化 GlcNAc）	 
 
	 二面角パラメータの最適化では、QM 計算で得られた二面角回転ポテンシャルエネルギーを再現するように、
力場パラメータを最適化した。QM 計算及び最適化後の回転ポテンシャルを以下に示す。 
 
 
図 4 QM 計算、MM 計算で求めた回転ポテンシャル 
 (■:MM 計算で求めた回転ポテンシャル、 ●:QM 計算で求めた回転ポテンシャル) 
 
４．３	 レプリカ交換分子動力学法による糖鎖構造解析 
	 異性体ペアを含む４種類の PA 化・イオン化糖鎖に対して、REMD 計算を用いて 800ns のサンプリングを行
った。温度幅は 300-1058K に設定した。得られた、立体構造を k-means クラスタリングによって分類した。 
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図 5 ４種類の糖鎖の代表構造とクラスターサイズ	 
 
	 異性体ペアだけでなく、各分子の代表構造が異なっていることがわかった。G1(6)分子、G2 分子ではイオン化
部位に依らず 1-6arm(赤)と core 部分(青)が重なり合い、折り畳まっているような構造が見られた。 
 
４．４．糖鎖の立体構造を用いた質量スペクトル（衝突断面積）の計算 
	 REMD 計算で得られた立体構造を用いて、MOBCAL[4]により衝突断面積の計算を行い、実験値と比較した。 
表 2 シミュレーションで得られた衝突断面積(Å2)の平均値と実験値の比較 
分子名 シミュレーション 実験 
G1(3) 
13P 271.9 
181 
16P 282.2 
G1(6) 
13P 289.6 
199 
16P 290.5 
G0 
13P 279.1 
187 
16P 271.8 
G2 
13P 313.6 
194 
16P 296.0 
 
	 比較では、異性体ペア G1(3)、G1(6)分子間の衝突断面積の差は実験では 18.0 Å2、シミュレーションでは 17.7 
Å2であった。これにより、シミュレーションで予測した衝突断面積が実験の傾向を再現することがわかった。 
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